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摘要 :以曲酸为效应物 ,研究对酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶活力的影响. 结果表明 ,曲酸对酪氨酸酶的单酚酶和二酚
酶活性均有抑制作用 ,其效应为可逆抑制效应. 测定导致单酚酶活力和二酚酶活力下降 50 %的抑制剂浓度 ( IC50) 分
别为 31. 0 和 20. 0μmol/ L . 曲酸对酪氨酸酶的单酚酶的迟滞时间有明显的延长效应 ,60μmol/ L 曲酸使得单酚酶的
迟滞时间从 52 s 延长到 390 s. 曲酸对二酚酶的抑制作用表现为混合型抑制类型 ,抑制常数 KI 和 KIS分别为13. 0 和
100. 0μmol/ L . 曲酸和酶的结合导致天然酶的内源荧光的量子产率下降 ,但荧光发射峰没有位移. 通过曲酸对酪氨酸
酶的抑制作用研究阐明曲酸作为化妆品添加剂的增白作用机理.
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　　酪氨酸酶 ( EC. 1. 14. 18. 1) 又称多酚氧化酶 ,广
泛存在于微生物、动植物和人体 ,它能将酪氨酸羟
化 ,产生邻位二羟基苯丙氨酸 (L2多巴) (单酚酶活





面[1～3 ]的研究. 对该酶抑制剂的研究 ,主要是一些
用于皮肤保健和治疗的常规抑制剂的研究[4～6 ] . 美








报导了苯甲醛类[12 ] 、苯甲酸[13 ]对酪氨酸酶活力的






1 . 1 　材 　料
酪氨酸酶购置于 Sigma 化学公司 ,从蘑菇提取
纯化 ,酶的比活力为 6 680 U/ mg (25 ℃) . 曲酸和二
甲亚砜 (DMSO) 也为 Sigma 化学公司产品 ;L23 ,42
二羟基苯氨酸 (L2DOPA) 、L2酪氨酸 ( Tyr) 为 Aldrich
化学公司产品. 其它试剂为国产分析纯 ,使用的蒸馏
水为玻璃重蒸水.
1 . 2 　方 法
酪氨酸酶的单酚酶活力测定是以 0. 5 mmol/ L
Tyr 为底物 ,二酚酶活力的测定是以 0. 5 mmol/ L L2
DOPA 为底物 ,在 3 mL 0. 05 mol/ L 磷酸缓冲液
(p H 6. 8) 的测活体系中 ,先加入 0. 1 mL 含不同浓
度的曲酸 (溶于 DMSO 溶液) 于比色杯中 ,再加进
2. 8 mL 预先在 30 ℃恒温水浴保温的底物溶液 ,然
后加入 0. 1 mL 蘑菇酪氨酸酶水溶液 ,立刻混匀 ,在
30 ℃恒温条件下测定波长为 475 nm 的光密度值随
时间的增长直线 ,从直线的斜率求得酶活力 ,消光系
数按 :ε= 3 700 (mol/ L·cm) - 1 [12 ]计算. 测定单酚酶
活力时 ,酶的终浓度为 33. 3μg/ mL ,测定二酚酶时 ,
酶的终浓度为 6. 67 μg/ mL ; DMSO 终浓度为
3. 33 %. 测定仪器 UV26 000 分光光度计. 曲酸对酶
的抑制作用的机理判断是通过 Lineweaver2Burk 双
倒数作图 ,比较酶催化反应的动力学参数 ,包括表观
米氏常数 ( Km) 和最大反应速度 ( V m ) 的变化来判
断.曲酸对酪氨酸酶的内源荧光发射光谱影响的测
定 :40. 0μg 酶溶解在 0. 05 mol/ L 磷酸缓冲液 (p H
6. 8) ,加入不同浓度的曲酸 ,在 30 ℃恒温下 ,以激发




2 . 1 　曲酸对蘑菇酪氨酸酶单酚酶活力的影
响
以 Tyr 为底物 ,酪氨酸酶催化反应的进行曲线
见图 1 曲线 1 ,开始时 ,产物的形成量缓慢地上升 ,
到一定时间后成直线上升 ,反应体系达到恒定的斜
率 ,说明反应达到稳定态. 直线外推得到横轴截距为
迟滞时间[13 ] . 以曲酸为效应物 ,酪氨酸酶催化 Tyr
氧化的进程曲线 2～6 ,表明酶反应的迟滞时间随着
　图 1 　曲酸对酪氨酸酶单酚酶抑制作用的进程曲线
曲线 1～6 的曲酸浓度分别为 : 0 ,10 ,20 ,30 ,40
和 60μmol/ L
　Fig. 1 　Progress curves for the inhibition of monopheno2




图 2 显示曲酸对酪氨酸酶催化 Tyr 的迟滞时间和稳
态酶活力的影响. 随着抑制剂浓度的增大 ,酶反应的
迟滞时间迅速增大 ,不加抑制剂时 ,酶反应的迟滞时
间为 52 s ,当曲酸浓度为 60μmol/ L 时 ,迟滞时间延
长到 390 s ,迟滞时间增大 6. 5 倍. 而稳定态的酶活
力下降到 23 % ,测定酶活力下降 50 %的抑制剂浓度
( IC50)为 31μmol/ L .
2 . 2 　曲酸对蘑菇酪氨酸酶二酚酶活力的影
响
以 L2DOPA 为底物 ,测定酪氨酸酶的二酚酶活
性 ,酶反应的进行曲线为通过原点的一直线 ,产物的
形成量与反应时间成正比关系 ,直线的斜率即为酶





力下降一半所需的抑制剂浓度 ( IC50)为 20μmol/ L .
2 . 3 　曲酸对酪氨酸酶的抑制作用表现为可
逆效应
研究曲酸对酪氨酸酶的抑制效应 . 以 0. 5
mmol/ L L2DOPA 为底物 ,改变加入的酶蛋白的量 ,
测定不同浓度曲酸对酪氨酸酶催化 L2DOPA 氧化






2 . 4 　曲酸对酪氨酸酶的抑制机理及抑制常
数的测定
研究曲酸对酪氨酸酶二酚酶抑制作用机理 ,在
测活体系中 ,固定酶的浓度 ,改变底物 L2DOPA 浓




变化而改变 ,说明米氏常数 ( Km) 和最大反应速度
( V m)随着曲酸浓度增大而变化 , Km 值增大而 V m
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　　　　图 2 　曲酸对酪氨酸酶单酚酶迟滞时间. (a)和稳态酶活力 (b)的影响
　　　　Fig. 2 　Effect of kojic acid on the lag time
　图 3 　曲酸对酪氨酸酶二酚酶活力的影响




斜率 (图 5b) 和纵轴截距 (图 5c) 对曲酸浓度作图为
直线 ,分别可以求出曲酸对游离酶抑制常数 ( K I) 和
对酶2底物络合物抑制常数 ( K IS) 分别为 13. 0 和
100. 0μmol/ L .
2 . 5 　曲酸对酪氨酸酶荧光发射光谱的影响
酪氨酸酶在含不同浓度曲酸的磷酸盐缓冲体系
中的荧光发射光谱变化见图 6. 天然酶的内源荧光





曲线 0～4 的曲酸浓度分别为 :0 ,5 ,10 ,20 和 30
μmol/ L
　Fig. 4 　Determination of the inhibitory mechanism of ko2
jic acid on mushroom tyrosinase
化还应酶 ,铜离子直接参与催化作用. 在催化反应过
程中酶的存在形式有 3 种[15 ] :还原型 (met) 、氧化型
(oxy)和脱氧型 (deoxy) ,Emet和 Eoxy型酶具有二酚氧
化酶活性 ,而只有 Eoxy型酶才有单酚加羟酶活性 ,只
有 Edeoxy型的酶能够结合氧分子. 本研究是在反应溶
液体系氧分子饱和的前提下进行的 ,因此 ,实验中测
定的米氏常数 ( Km)和最大反应速度 ( V m) 值均为表
观常数 ,氧气浓度对这些常数的影响尚不清楚.
曲酸 ( Kojic Acid) 学名 52羟基222羟甲基21 ,42吡
喃酮 ,是一种由微生物经发酵途径制成的具弱酸性
的有机化合物 ,曲酸具有酪氨酸酶抑制活性 ,作用安
全 ,不留白斑 ,在一定浓度下还有抑菌作用 ,因此 90
年代初就由日本率先应用于化妆品中作为美白添加
剂[11 ] .
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　图 5 　曲酸对酪氨酸酶抑制类型和抑制常数的测定
曲线 0～4 的曲酸浓度分别为 :0 ,5 ,10 ,15 和 20μmol/ L
　Fig. 5 　Determination of the inhibitory type and inhibition constant of kojic acid on mushroom tyrosinase
　图 6 　酪氨酸酶经曲酸作用后的荧光发射光谱
曲线 1～6 的曲酸浓度分别为 :0 ,25 ,50 ,75 ,100
和 125μmol/ L
　Fig. 6 　Fluorescence emissiom spectra of mushroom ty2





生成. 其抑制机理类似于栎精 ,通过 5 位羟基和 4 位
酮基与酪氨酸酶活性中心上的 Cu2 + 络合 ,从而抑制
酶活力[16 ] . 曲酸对酪氨酸抑制作用表现为可逆效
应 ,曲酸和酶的结合导致酶活力受抑制. 曲酸对二酚
酶活力表现为混合型抑制作用 ,说明曲酸可以和游
离酶 ( Emet或 Eoxy) 以及酶2底物的络合物 ( Emet D 或
EoxyD) 结合 ,抑制常数分别为 13. 0 和 100. 0μmol/
L ,曲酸对游离酶抑制强度是对酶2底物的络合物抑
制的 8 倍.
以 Tyr 为底物时 ,测得酪氨酸酶的单酚酶活性
有一个显著的迟滞时间 ,这是酪氨酸酶的单酚酶的
活性特点 ,迟滞过后 ,系统才达到稳态速率. 当抑制
剂曲酸加入后 ,迟滞时间延长 ,稳态速率下降 (图
2) ,表明曲酸也降低了酪氨酸酶的单酚酶活性. 曲酸
与游离酶 Emet型结合 ,可以导致而酶催化单酚羟化
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Studies on Whitening Effect of Kojic Acid as
Cosmetic Additive
HUAN G Huang , SON G Kang2kang , CHEN Qing2xi 3
(School of Life Sciences , Xiamen University , Xiamen 361005 , China)
Abstract : Tyrosinase ( 1. 14. 18. 1) is a metalloenzyme oxidase which catalyzes two distinct reactions of
melanin synthesis222the hydroxylation of a monophenol and the oxidation of o2diphenol to the corresponding o2
quinone. Kojic acid was found to inhibit the monophenolase and o2diphenolase activity of mushroom tyrosinase.
The inhibition kinetics and mechanism of the enzyme were further studied. The results show that the inhibition
of tyrosinase by kojic acid is a reversible reaction with remaining enzyme activity. The inhibitor concentrations
leading to 50 % ( IC50) activity lost were estimated to be 31μmol/ L for monophenolase activity and 20μmol/ L
for diphenolase , respectively. Kojic acid can extend the lag time of the enzyme for oxidation of L2tyrosine. 60
μmol/ L of kojic acid resulted in the lag time extension from 52 sec to 390 sec. The inhibition kinetics analyzed
by Lineweaver2Burk plots showed kojic acid to be a mixed typed inhibitor for the oxidation of L2DOPA ,and the
inhibition constants were determined to be 13. 0μmol/ L for the free enzyme and 100. 0μmol/ L for the enzyme2
substrate complex. The combining of kojic acid with the enzyme molecule resulted in the decreasing of the quan2
ta rate of the enzyme intrinsic fluorescence without appearance position2shifted. The whitening mechanism of ko2
jic acid as cosmetic additive was discussed.
Key words : tyrosinase ; kojic acid ; inhibitory ; whitening mechanism ; cosmetic
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